TEMAS DE ACTUALIDAD

Enfermedad de von Willebrand
fipo 2N “Normandy”’

RESUMEN
Introduccién: en la variante 2N de la enfer-
medad de von Willebrand, los resultados
de los estudios de laboratorio son indistin-
guibles a los de la hemofilia A hasta que
se realiza la técnica que evalla la funcion
del enlace FVYW:FVIII.
Objetivo: determinar la prevalencia de la
enfermedad de von Willebrand tipo 2N en
pacientes con diagnéstico de hemofilia A
y enfermedad de von Willebrand tipo 1.
Material y métodos: se incluyeron 12 do-
nadores sanos y 25 pacientes con diag-
néstico de hemofilia A (una portadora) y
cinco con sospecha de EvW tipo 1, a los
que se les practicaron las pruebas de he-
mostasia comunes para este tipo de afec-
ciones, mas la técnica de afinidad de en-
lace FYW:FVIIl recombinante (F VIIIr).
Resultados: los resultados de laboratorio
fueron concordantes con los diagnésticos
previos, s6lo en tres con diagnastico previo
de hemofilia A resultaron con una tasa de
afinidad de enlace FYW:FVIlIr inferior al in-
tervalo de referencia de los donadores sa-
nos, por lo que corresponden a EVvW 2N.
Conclusiones: el método de deteccion de
EvW 2N empleado permitié identificar, por
primera vez en México, los primeros ca-
sos de esta variante con una prevalencia
de 10%. Este método permitira estable-
cer diagnésticos de certeza en nuestro
pais y tratamientos mas especificos.

SUMMARY

Introduction: the results of the laboratory test
for 2N von Willebrand disease (2N vWD)
are indistinguishable from those of light or
moderate haemophilia A, until the tech-
nique that evaluates the operation of the
vVWEF: FVIII binding is performed.
Objective: to determine the prevalence of
type 2N vWD in patients diagnosed with light
or moderate haemophilia A and type 1 vWD.
Material and methods: twelve healthy do-
nors and twenty-five patients diagnosed
with haemophilia A (a carrier) and five sus-
pected of type 1 vWD were included in the
study. The common tests of haemostasis
for this condition plus the technique of the
relationship of the vWF: FVIII recombinant
(F VIlIr) binding was performed.

Results: the laboratory results of the 30 pa-
tients were concordant with the previous
diagnosis. However, three with a previous
diagnosis of haemophilia A demonstrated
a rate of relationship of the vWF: F VIIIr
binding lower than the reference interval
obtained from the healthy donors, which
means it corresponds to 2N vWD.
Conclusions: the screening method of 2N
vWD employed in this study allowed to
identify for first time in Mexico, the first cas-
es of this variant with a prevalence of 10%.
In our country, this method will allow to es-
tablishing accurate diagnosis of 2N vWD
and to providing specific treatments.

Recibido: 9 de junio de 2006

Introduccion

La enfermedad de von Willebrand (EvW) es un
trastorno hereditatio causado por alteraciones
cuantitativas o funcionales de la proteina cono-
cida como factor de von Willebrand (FvW).!
Aunque no son muchos los estudios realizados
a nivel mundial, se considera que es el trastorno
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hereditario mds comun de la hemostasia, afec-
tando por igual 2 hombres y mujeres.”® Los da-
tos de incidencia son variables. Rodeghiero y
colaboradores, en 1987, indican una frecuen-
cia tan alta como 8.2 /1000 personas (0.82 %).”
En México, se han informado 60 casos en 24
familias con diagndstico de EvW pero la inci-
dencia real se desconoce.® Dada su heteroge-
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neidad genética y clinica, los patrones de labora-
torio muestran variabilidad, lo que requiere de
una infraestructura para su diagndstico, por lo
que la frecuencia de la enfermedad podria su-
perar lo informado en la literatura.®’

El FvW es una glicoproteina que se sinteti-
za en las células endoteliales y en los megaca-
riocitos. Circula en el plasma bajo la forma de
multimeros unidos por enlaces disulfuro con
dimensiones que van de 5 x 10° a 20 x 10° D.
Tiene dos funciones principales: participa tan-
to en la hemostasia primatia como secundaria;
primero, mediando la adhesién de las plaque-
tas al subendotelio dafiado y participando en
la agregacion plaquetaria, y segundo, como aca-
treador y protector del FVIIL:C.4>!10-12

El FvW es codificado por un gen grande
(178 pares de kilobases, casi 10 veces mas lar-
go que el de la hemoglobina), que se localiza
en el brazo corto distal del cromosoma 12
humano, compuesto por 52 intrones y exones,
y 9 kb el ARN mensajero,>"!*-1L13.14

El primer producto es un FvW pre-pro
maduro de una sola cadena proteica de 2813
aminoacidos y con un peso molecular de 360
kD, un propéptido grande de 741 residuos y
una subunidad madura de 2050 residuos.!*

La presencia de mutaciones en el FvW da
como resultado alteraciones tanto en la canti-
dad como en la calidad del mismo. Se han con-
seguido evaluar las alteraciones cualitativas, es-
tructurales y funcionales que pudiera tener el
FvW plasmitico o plaquetario,261%1520 por lo
que desde 1994 el subcomité para el estudio
del FvW de la Sociedad Internacional de He-
mostasia y Trombosis desarrollé una nueva
clasificacién, basada principalmente en el fe-
notipo de laboratorio de la proteina del FvW?
y que reconoce tres variantes: EvW tipo 1, con
una distribucién normal de multimeros y to-
das las formas moleculares estin proporcio-
nalmente disminuidas; EvW tipo 2A que pre-
senta una ausencia de multimeros grandes de
FvW con la consecuente falla en la adhesién
plaquetaria iz vivo dependiente del FvW; EvW
tipo 2B que se caracteriza por un incremento
en la afinidad del FvW por las plaquetas que
conduce a un enlace espontineo de grandes
multimeros de FvW a las plaquetas iz vivo, se-
guido por una depuracién de ambos; EvW tipo
2M que incluye variantes en las cuales la ad-

hesién plaquetaria esta daflada pero la distri-
bucién de los multimeros es normal; EvW 2N
causada por mutaciones sin sentido en la mo-
lécula de FvW que inactivan selectivamen-
te el sitio de enlace al FVIIL:C y EvW tipo 3,
trastorno recesivo en el cual la proteina de Fv\W/
virtualmente no se detecta.

La variante de mas reciente desctipcion es
la 2N o Normandy en la que distintas sustitu-
ciones de un solo aminoacido en el FvW ma-
duro en las posiciones 19 (Arg = Trp), 22 (Gly
- Glu), 28 (Thr = Met), 53 (Arg = Trp), 54
(His = Gln), 91 (Arg = Gln) (la mas fre-
cuente) y 24 (Glu = Lys), que estan localiza-
das en el dominio D’y 116 (Asp = Asn) en el
dominio D3,2'?? dan como resultado una ca-
pacidad de enlace disminuida por el FVIII y
provoca, por consiguiente, una disminucién en
grado variable del FVIIL:C, con un patrén de
laboratorio indistinguible de la hemofilia_4 leve
o moderada y similar también a algunas for-
mas de EvW tipo 1. Los pacientes muestran
una reduccién de la actividad del FVIII mien-
tras que la concentraciéon de FvW es normal;
ademas, el patrén de herencia es autosémico.
También hay pacientes que se diagnostican
erréneamente como EvW tipo 1 con actividad
de FvW entre 35 y 50 % normal, mientras
que la actividad del FVIII:C se encuentra des-
propotcionadamente disminuida®?* y puede
tratarse de EvW 2N. Los dos primeros traba-
jos que describieron este padecimiento fueron
realizados en Francia por Mazurier” y Nishi-
no,”* en pacientes femeninas de la regién de
Normandia con datos clinicos y de laboratorio
propios de hemofilia .4 moderada. Posterior-
mente surgieron otros grupos en Francia, Es-
tados Unidos, Alemania, Espaiia, Italia, Ingla-
terra, Holanda, Israel y Japén que muestran la
universalidad del padecimiento y que informan
prevalencias variables de 0.8 2 9.1 % en varo-
nes y de 2.9 a 25 % en mujeres con deficien-
cia de FVIIL:C.?! Existen trabajos postetiores
en Australia, Brasil®® y Eslovenia?’ en los que
no se menciona prevalencia pero si presencia
de esta afeccién en esos paises. La técnica ori-
ginal descrita entre 1989 y 1990%%* consiste
en un método de ELISA modificado en el que
se utilizan placas de microtitulacién sensibili-
zadas con anticuerpo policlonal anti FvW se-
guido de la adicién de plasma problema; des-
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pués se agrega FVIII purificado y postetior-
mente se revela la cantidad de FVIII ligada
con reactivos cromogénicos. Los resultados se
informan cualitativamente; sin embargo, en los
afios siguientes surgieron modificaciones al
mismo, que han permitido abreviar el tiempo
de ejecucion, asi como generar un resultado
cuantitativo, lo que facilita la interpretacion de
los resultados.?® Cabe hacer mencién que es
ideal completar el estudio de afinidad
FvW:FVIII con la determinacién de la muta-
ci6én causante del defecto.

El riesgo de diagnésticos equivocados de
hemofilia leve o moderada asi como de EvW
tipo 1 puede estar sucediendo en nuestro pais,
ya que no existe ningdin centro que tenga inclui-
da esta técnica en su panel de pruebas para el
estudio de las afecciones hemorragicas, por lo
que tomando en consideracién que en el Banco
Central de Sangre del Centro Médico Nacional
Siglo XXI se encuentra una de las clinicas de
Hemofilia y EvW mas importante de nuestro
pafs. Allf se propuso investigar la prevalencia de
la EvW 2N en pacientes con diagnéstico de
hemofilia A leve o moderada y EvW tipo 1.

Material y métodos

Se realizé un estudio transversal para conocer
la prevalencia de la EvW 2 N en 5 pacientes
con sospecha clinica de EvW y 25 con diag-
néstico de hemofilia 4 leve o moderada con
base en datos clinicos y de concentracién de
FVIII:C, todos ellos pertenecientes a la Clinica
de Hemofilia del Banco Central de Sangre del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.
Participaron también 12 personas sanas, dona-
dores de sangre de la misma institucién, como
testigos normales. Tanto pacientes como dona-
dores sanos fueron informados del estudio y
se obtuvo su consentimiento de acuerdo con
la declaracién de Helsinki. .4 cada uno de los
pacientes se les practicé la prueba de TS (tiem-
po de sangrado) por el método de Ivy modifi-
cado (Simplate 1I, Organon Teknika), se les
extrajeron 15 mL de sangre que se distribuye-
ron de la siguiente manera: 5 mL en un tubo
con EDTA como anticoagulante y 10 mL en 4
tubos con citrato de sodio a 3.8 % en volume-
nes iguales (2.5 mL para cada tubo).
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A partir de los tubos con EDTA se deter-
miné la cuenta de plaquetas por el método de
resistencia eléctrica en el analizador Coulter
modelo STKS. Los tubos citratados se centri-
fugaron a 1500 g durante 15 minutos y se sepa-
raron los plasmas en cuatro alicuotas de 1.5 mL.
Tres alicuotas de cada paciente se guardaron a
—70° C y a la restante se le practicaron las si-
guientes prucbas de laboratorio: tiempo de pro-
trombina (TP) por el método de Quick,” tiem-
po de tromboplastina parcial activada (TTPa),*
tiempo de trombina (T'T),” cuantificacién de
fibrindgeno (Fibti) por el método de Clauss.?
Estas cuatro mediciones son ensayos coagulo-
métricos adaptados al equipo automatizado
modelo STA de Diagnostica STAGO, activi-
dad de FVIII coagulante (FVIIIL:C) método coa-
gulométrico™ en equipo automatizado, activi-
dad de FvW antigénico (FvW:Ag) por método
ELISA,* actividad del cofactor de ristocetina
del FvW (FvW:RCo) por el método de agluti-
nacién® y afinidad del enlace FvW: FVIII pu-
rificado para determinar la prevalencia de EvW
2N por el método de ELISA siguiendo la me-
todologia propuesta por Casonato® con algu-
nas modificaciones.

Prueba de afinidad de enlace
FVIlir-FvW inmovilizado

Se cubrieron placas de microtitulacién para
ELISA con 200 uL de anticuerpo policlonal
contra FvW humano (Dako A/S, Glostrup,
Dinamarca) 1.5 ug/ml. en amortiguador de
carbonato/bicarbonato 0.05 M a pH = 9.6
dejando la fila 12 de la placa sin sensibilizar
(blanco). Se dejaron toda la noche a 4° C. Al dia
siguiente se lavaron una vez con amortiguador
de fosfatos salino (PBS) 0.01 M, pH = 7.4
con 0.1 % de Tween 20 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). Posteriormente, los po-
zos se bloquearon con 200 uL de PBS con-
teniendo 2.5 % de albimina sérica bovina y
0.05 % de Tween 20 durante 2 horas a tempe-
ratura ambiente. Se lavaron con PBS-Tween y
guardaron hasta su uso a 4° C. Se diluy6 la
mezcla de plasmas testigo: 1/2,1/5,1/10, 1/
20, 1/40, 1/80, 1/160, y 1/320, asi como los
problemas y testigos 1/5 y 1/80. Se deposita-
ron en el pozo correspondiente 100 uL. de cada
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Cuvadro |

dilucién de plasmas y se incubaron durante 1
hora a temperatura ambiente. A los blanco se
les adicionaron 100 pL. de amortiguador. Se
realizaron 5 lavados de 1 minuto y afiadieron
100 #L. de cloruro de calcio 0.4 M (J. T. Baker
S. A. de C. V,, Xalostoc, Mex.) y se dejo repo-
sar 30 minutos. Se lavaron 5 veces y adicio-
naron 100 uL de F VIIIr (Baxter Healthcare
Corporation, Glendale, CA, USA) a una con-
centracién 1 Ul/mL y dejaron reposar duran-
te 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron
5 veces y agregaron 100 uL de anticuerpo po-
liclonal anti FVIII conjugado con peroxidasa
(Technically Speakins Cedarlane, Ontario, Ca-
nada) diluido 1:500. Se dejé reposar 1 hora a
temperatura ambiente en la oscuridad. Se la-
varon los pozos 5 veces y se les agregd color
adicionando 100 u1. de dihidrocloruro de feni-
lendiamina (OPD) (ABBOTT Laboratoties, Chi-
cago, IL, USA) por 30 minutos a temperatura
ambiente y en la oscuridad. La reaccion se de-
tuvo agregando 50 uL. de 4cido clorhidrico 1N.
Las lecturas se realizaron 10 minutos después a
492 nm. Se graficaron las absorbancias contra
las diluciones siendo el estindar la curva obte-
nida de la mezcla de plasmas normales.

En cada placa se incluyeron mezcla de plas-
mas frescos de donadotes sanos con los que se
construy6 la curva estindar, 12 plasmas de do-
nadores sanos a los que se les practicaron las

pruebas de TP, TTPa, TT'y fibrinégeno antes de

incluitlos, plasma de un paciente con EwW tipo
3 con menos de 2% de tasa de actividad de FvW
como testigo positivo para la prueba, y las mues-
tras de los pacientes con sospecha de EvW 2N.
Una vez con las lecturas, las placas se lava-
ron y posteriormente se agregd anticuerpo anti
FvW conjugado con peroxidasa (Diagnostica
Stago, Asnieres Seine, Francia) y se revelaron
con OPD para determinar la cantidad de Fv\W
ligado a la placa en cada caso (tasa de FvW en
%), tomando como referencia la tasa de Fv\W
del plasma testigo ST previamente medida.
En una placa independiente, se corrieron
diluciones de FVIIIr a las concentraciones de
12.5, 25, 50, 100 y 150 U/ml. para construir
una curva estandar de FVIII y determinar la
cantidad en U/dL de FVIII ligado por el plas-
ma testigo, los donadores sanos y los pacien-
tes. Con el resultado del FVIII ligado se calcu-
16, por placa, el por ciento de afinidad de cada
caso, tomando como 100% la cantidad de FVIII
ligado por el plasma testigo a la dilucién 1:5.
Dividiendo el porcentaje de afinidad entre
la correspondiente tasa de actividad del Fv\,
se obtiene la tasa de afinidad FVIII/FvW, re-
sultado con el que se define si un paciente pre-
senta disminucién anormal en la afinidad de
su FvW por el FVIII (EvW normandy) o no.
Para tener una cifra de referencia, se tomo el
promedio de esta tasa * las dos desviaciones
estandar de los donadores sanos (0.4-1.6).

Valores medio, minimo y maximo obtenidos para las pruebas hemostaticas de escrutinio de la poblacion estudiada

y para la mezcla de plasmas de donadores sanos (testigo)

Plasma testigo. Pacientes con hemofilia Pacientes con sospecha
Estudio Media (intervalo) Media (intervalo) de EvW. Media (intervalo)
TS V.Ref.=2.329.5min 4 min 40 seg 2’ 45”-7’) 6 minutos (3 15”-8’)
TTPa 32.95 seg (30,8 -35.2 seqg) 65.82 seg (40.5-108.7) 42.7 seg (33-75.1)
TP 12.58 seg (11.8-13.9 seq) 12.57 seg (11.0-15.7) 13.22seg (12.3-13.8)
TT 17.34 seg (15.4-20.4 seQ) 18.68 seg (15.7-25.1) 18.76 seg (15-22.1)
Fibrinbgeno 265.2 mg/dL (215-310 mg/dL) 271.28 mg/dL (173-441) 280.6 mg/dL (243-312)
Plaquetas V. Ref. = 150-400 x 10%/L 228 x 10%/L (80-443) 241 x 10%L (202-276)
FVIII:.C 105 Ul/dL (104-105) 12.9 Ul/dL (2-55) 59.2 Ul/dL 10-106)
FvW:Ag 106 Ul/dL (105-108 %) 90 Ul/dL (60-125) 72 Ul/dL (51-113)
FvW:RiCof 98 Ul/dL (84-112 %) 95 Ul/dL (84-112) 72.8 Ul/dL (56-84)
Tasa de afinidad FVIII/FYW 1 0.6838(0.118-1.772) 0.82 (0.589-1.516)

V. Ref. = Valor de referencia.
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Resultados

Los 30 pacientes estudiados, 5 con sospecha
de EvW, todos procedentes del area metropo-
litana, 25 hemofilicos de los cuales, 22 proce-
dian del area metropolitana y 3 de provincia
(2 de Cuernavaca, Mot., y 1 de Tuxtla Gutié-
rrez, Chis.). De los 25 pacientes hemofilicos, 1
fue del sexo femenino (portadora con lioniza-
cién) y 24 del sexo masculino, de los sospe-
chosos de EvW, 3 fueron del sexo femenino y
2 del masculino. La edad promedio de los pa-
cientes fue de 30.1 afios en el caso de los he-
mofilicos con un minimo de 5 y un maximo de
65. Para el caso de los sospechosos de EvWY, la
edad promedio fue de 19.4 afios con un mini-
mo de 10 y un maximo de 25.

En el cuadro I se presentan los valores
medios obtenidos y el intervalo para las prue-
bas de escrutinio de la poblacién estudiada, asi
como para la mezcla de plasma de los donado-
res sanos (plasma testigo): tiempo de sangrado
(TS), tiempo de tromboplastina parcial activa-
da (T'TPa), tiempo de protrombina (TP), tiem-
po de trombina (TT), cuantificacién de fi-
brinégeno, recuento de plaquetas asi como
la determinacién de factor VIII coagulante
(FVIIL:C), factor de von Willebrand antigéni-
co (FvW:Ag), cofactor de ristocetina
(FvWE:RiCof) y tasa de afinidad de enlace FVIII/
FvW. Los valores de los resultados obtenidos
del plasma testigo que se utilizé como control
para cada una de las pruebas estuvieron den-
tro de los rangos de los valores de referencia.

En los pacientes con sospecha de EvW y
hemofilia se observa una prolongacién de los
valores del TTPa, siendo mds notoria para los
pacientes con hemofilia. Los promedios de TP,
TT, fibrinégeno y recuento de plaquetas se
encuentran dentro de los valores normales. Se
aprecian valores normales del plasma testigo
para las pruebas de FVIIL:C, FvW:Ag y
FvW:RiCof, pero disminucién en los valores
de FVIII:C para poblacién de hemofilicos y
para la poblacién con sospecha de EvW, sien-
do mids notoria en los primeros. Los valores
obtenidos para la determinaciéon de FvW:Ag y
FvW:RiCof de ambas poblaciones también
estan dentro de los valores normales, aunque
el promedio de la poblacién con posible EvW
es menot. El promedio de los valores obteni-
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dos de la prueba de afinidad de enlace FvW-—
FVIIIL:C es mas alto en la poblacién con posi-
ble EvW que en los hemofilicos, y es en este
grupo donde estan los posibles afectados de la
variante Normandy de EvW.

Se utilizaron como estandar los promedios
obtenidos de las lecturas de absorbancia de las
diluciones del plasma testigo con las que se
construy6 la curva para cada placa utilizada.

Con los datos de las U/dL de F VIIIr liga-
do por el plasma de los 12 donadores sanos
incluidos en el estudio, se calculd el porcentaje
de afinidad. Con el cociente de este porcentaje
se calculd la tasa de Afinidad F VIIIr — FvW:Ag
de cada uno (como se menciond en métodos)
para asi determinar el rango de referencia de
la tasa que se utilizé para discriminar a los pa-
cientes con EvW 2N de los que no la padecen.
Los resultados se muestran en el cuadro 1I.
Tomando como base este rango, se diagnosti-
caron y reclasificaron 3 pacientes con diagnés-
tico previo de hemofilia .4 (una leve y dos
moderadas), como EvW 2N que obtuvieron
tasas infetiores a 0.4 (cuadro III).

La tasa de afinidad del F VIIIt/FvW:Ag
promedio del plasma del paciente con EvW
tipo 3 que se utilizé6 como testigo positivo para
la prueba fue de 0.0061, lo que permitié veri-
ficar la eficacia del método.

Cuadro 1

Alejandro Morales-De la
Vega et al. Enfermedad
de von Willebrand tipo 2

Valores del FVIII recombinante ligado por cada donador sano estudiado,
porcentaje de afinidad, tasa de actividad del FvW antigénico y la tasa de

afinidad al FVIII/FvW:Ag

Tasa de afinidad

Muestra Afinidad % (FvW) U/dL FVIII/FVW
1 69.29692 66 1.053
2 74.94432 86 0.870
3 76.14024 9% 0.797
4 98.31054 83 1.180
5 122.0211 75 1.635
6 60.72678 62 0.986
7 77178 108 0.713
8 85.443 80 1.065
9 54.264 103 0.530
10 75.468 Al 1.058
1 133.95 %A 1.426
12 92.454 107 0.864
Media 79.81 1.0007
DE 23.57 0.3022
Rango 56.24-103.38 0.4-1.6
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Cuadro 111
Resultados de las pruebas hemostaticas practicadas a los pacientes con datos de tasa de afinidad FVIII/FvW
compatibles con EvW 2N

Discusion

Se estudiaron 25 pacientes con diagndstico de
hemofilia (una portadora con lionizacién) y 5
con diagnéstico de EvW. Ambas entidades cons-
tituyen las enfermedades hemorragicas here-
ditarias mas frecuentes en el mundo.> Por los
valores medios obtenidos para las pruebas he-
mostaticas de escrutinio y confirmatorias para
ambas poblaciones se observé alargamiento
marcado en el TTPa, dejando claro que am-
bos defectos afectan la via intrinseca de la coa-
gulacién sanguinea debido a la disminucion de
la actividad del FVIII, siendo mas notoria en
la poblacién hemofilica. Sin embargo, en esta
poblacién estan incluidos pacientes con EvW
2N, aunque es un hecho que en virtud de los
resultados informados en la literatura interna-
cional, la EvW 2N es una causa no tan rara de
deficiencia de FVIII plasmatico.’! Asi mismo,
como se observa en dicho cuadro con las prue-
bas de laboratorio de escrutinio, no se puede
discriminar a los pacientes con EvW 2N. Por
tal motivo, es indispensable, incluir la prueba
de deteccién de EvW 2N en pacientes con
hemofilia leve y moderada.

Para determinar los valores de referencia
de la tasa de afinidad de enlace en nuestra
poblacién se utilizaron plasmas de donadores
sanos que sirvieron para validar la actividad
normal de transporte de FVIIIL Todos fueron
individuos clinicamente sanos cuyas pruebas
de escrutinio presentaron valores normales.
Esto nos permiti6 trabajar con la confianza de
tener una poblacién de referencia normal. Asi
mismo, se describe el método de ELISA para
la medicién de la capacidad del FvW para
transportar al FVIII. El método permite dife-
renciar a los pacientes con resultados de labo-
ratorio similares a los de hemofilia .4, o a los

pacientes con EvW tipo 1 con baja actividad
del FVIII, como se mostré en el cuadro 1.

El método utilizado en este trabajo (Ca-
sonato y colaboradores®) permite obtener resul-
tados cuantitativos, a diferencia de trabajos ante-
tiores en que se expresan cualitativamente.?'¢%

En el cuadro 1II se presentaron los valores
de referencia obtenidos pata la tasa de afini-
dad de enlace FVIII/FvW:Ag de cada dona-
dor, con promedio y desviacion estandar de la
poblacién y del que se obtuvo el intervalo de
referencia de 0.4 a 1.6, similar pero mas am-
plio que el informado por Casonato, de 0.6 a
1.3, resultado obtenido del andlisis de 55 vo-
luntarios estudiados. Posiblemente se acortaria
un poco este intervalo para nuestra poblacién
si se incrementa el nimero de donadores.

Fueron tres los pacientes con valores infe-
riores de tasa de afinidad de enlace FVIIIt/
FvW al intervalo obtenido a partir de los do-
nadores sanos (cuadro 1II). En ellos se apre-
cian pruebas de escrutinio y definitivas com-
patibles con hemofilia 4. No existe ningin
defecto plaquetario ni estd afectada la capaci-
dad adhesiva del FvW, como lo demuestran
los resultados de la actividad del cofactor de
ristocetina (FvW:RCo). Todos ellos presentan
un TTPa muy prolongado (superiores a los
50 seg) que es reflejo de la baja actividad del
FVIII coagulante, la cual es inferior a 10 % en
todos los casos. Todos manejan concentracio-
nes de FvW dentro de lo normal pero muy
baja capacidad para transportar al FVIII (afi-
nidad de enlace), con dos valores francamente
bajos (menores de 0.2) y uno cercano al limite
inferior normal de 0.4.

La prevalencia de la EvW 2N en la pobla-
cién estudiada fue de 10 % y de 10.3 % si
consideramos unicamente al grupo de varones
(3/29), similar a la informada por el grupo de

Plag. TTPa TP TT Fibrin. FVII:C FvW:Ag FVYW:RICOF  T.deAF.
Pac. TS x10%/L seg seg seg mg/dL ul/dL Ul/dL uUl/dL Enlace
1 345" 200 55.0 1.2 18.6 218 8 72 84 0.118
2 345” 288 83.0 1.2 19.5 393 3 60 84 0.161
3 6'30” 297 96.9 12.7 17.8 225 2 110 112 0.343
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Milwaukee, EUA., de 9.1 % en poblacién mas-
culina.?! La prevalencia informada por Caso-
nato fue de 5.3 % (1/19) en pacientes con
diagnéstico previo de EvW tipo 1.7

Anteriormente, la Unica prueba que eva-
luaba la funcionalidad del FvW ix vitro era el
FvW:RCo, que estudia la capacidad adhesiva
del FvW,*® de aqui la importancia de incluir
esta técnica en el panel de estudios de los pa-
cientes con EvW y que tengan disminuida la
actividad del FVIII coagulante, asi como en el
de los hemofilicos. En los paises desatrrollados
se complementa con la determinacién de las
mutaciones que afectan al FvW y condicionan
la disminucién de la afinidad por el FVIII plas-
matico,?30374045 prueba irrefutable de la exis-
tencia de este trastorno hereditario.

El diagnéstico correcto también tiene impor-
tancia para la aplicacion de una terapia especifi-
ca, incluyendo el consejo genético acerca del bajo
riesgo de transmision, evitar la administracion de
FVIII ultrapurificado o el tratamiento con DDA-
VP que incrementa los niveles de FVIII que se-
ran depurados en corto tiempo.

Este método estd informado como la prue-
ba de deteccion de EvW 2N; sin embargo, el
estandar de oro es el método de PCR para la
determinacién de la mutacién. No obstante,
es importante sefialar que en los trabajos pu-
blicados ninguno informa falsos positivos para
la prueba de afinidad de enlace FyW:FVIIlIx,
pues todos los casos con afinidad disminuida
por debajo de los valores de referencia se com-
probaron con la presencia de alguna de las
mutaciones mencionadas. Ante esto, para nues-
tro pais y dado que es el primer trabajo reali-
zado para el diagnéstico de EvW tipo Not-
mandy, podemos considerar el método utilizado
como una prueba util para la detecciéon de la
variante 2N de enfermedad de von Willebrand
en pacientes hemofilicos.

Se espera que con la implementacién de
esta técnica se puedan corregir diagndsticos
falsos de hemofilia A4 y EvW, por lo que es
importante disponer de métodos novedosos
que permitan el diagnéstico de certeza de en-
fermedades faciles de confundir con otras, tan-
to en su presentacion clinica como en los re-
sultados de laboratorio, como sucede con las
enfermedades hemorragicas hereditarias.

Rev Med Inst Mex Seguro Soc 2008; 46 (1): 55-62
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